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Tabla de abreviaturas

Abreviatura

CC16
CYP450
CYP2E1
CAT
CEt
GSH
NH4VO;
PM

PS

\Y

V05
ERO

SOD

Nombre completo

Proteina de célula club 16 kDa
Citocromo P450

Citocromo 2E1

Catalasa

Carbamato de etilo
L-g-glutamil-L-cisteinilglicina (Glutation reducido)
Metavanadato de amonio
Material particulado

Particulas suspendidas
Vanadio

Pentoxido de vanadio

Especies reactivas de oxigeno

Superdxido Dismutasa



1. Resumen

El vanadio es un metal de transicion abundante en el petréleo y la gasolina mexicanos,
que se libera a la atmosfera principalmente como pentoxido de vanadio (V,0s). Por
muchos afios se han estudiado los efectos que tiene en distintos modelos, sobresaliendo

su relacion con los procesos de anticarcinogénesis.

Actualmente en lo que respecta a su potencial anticarcindgeno se ha observado que el
vanadio logra modular la actividad de las enzimas CYP450, lo que puede transformar
la toxicidad de algunos carcinégenos disminuyendo la frecuencia de tumores de
diversos tipos de cancer como el mamario y hepatico en modelos in vivo e in witro. Por
tal motivo, el objetivo de este trabajo fue identificar el efecto de la inhalacion de vanadio
en la expresion hepatica y pulmonar del CYP2E1 en un modelo de carcinogénesis

pulmonar inducida por uretano.

Se utilizaron 30 ratones macho CD-1 con un rango de peso de 30 a 35 g, los cuales se
dividieron en seis grupos: Control, Vanadio, Uretano 24 h, Vanadio/Uretano 24 h,
Uretano 96 h, Uretano 96 h/Vanadio. Los grupos con vanadio inhalaron una
concentracion de 1.26 mg/m’ del metal 1 h dos veces por semana, mientras que a los
de uretano se les aplicd una inyeccion intraperitoneal (ip) de 1 mg/g del compuesto; a
los grupos combinados se les administraron ambos, aunque en distintos tiempos. A la
semana de tratamiento, se llevd a cabo la eutanasia con pentobarbital sodico (180
mg/kg de peso vivo), por diseccién se obtuvieron el higado y los pulmones, se realizo la
inmunohistoquimica de CYP2E1 en ambos 6rganos, para posteriormente analizar la

marca por densitometria.

Los resultados mostraron que en higado los niveles de expresion del CYP2EIL
incrementa con la exposicion a vanadio en comparacion con el pulmoén, donde los
niveles de esta enzima Uinicamente aumentaron en el grupo Uretano 96h/Vanadio. En
cuanto a los grupos combinados en pulmoén se presento variacion del citocromo, lo que
indica que el tiempo en el que se administra cada compuesto hace la diferencia en la
actividad enzimatica del CYP2E1. Finalmente, los resultados del presente estudio
demuestran que el vanadio modifica la expresion de CYP2El encargado de la
bioactivacion del uretano, lo que podria contribuir a su papel como un agente

antineopldsico.



2. Introduccion
2.1 La contaminacion atmosférica

Actualmente los problemas de contaminacion ambiental van en aumento en diversas
zonas del pais. Tal es el caso del Valle de México, Guadalajara, Monterrey, Toluca y
Ciudad Juarez, entre otras; esto debido a la gran cantidad de industrias y automoviles,
con el consecuente consumo de combustibles fésiles y la alta urbanizacién, que

provocan la contaminacion del aire (Garzon et al., 2015).

La contaminacion del aire hace referencia a la presencia de cualquier materia o energia
presente en la atmdsfera que pueda causar desequilibrio en la misma (Yang y Omaye,
2009). Concurren diferentes tipos de contaminantes atmosféricos, que, de acuerdo con
su origen pueden ser naturales o antropogénicos. Los contaminantes naturales
provienen de eventos como erupciones volcanicas, incendios forestales, erosion de
suelos y toda clase de procesos en los que el hombre no tiene intervencion. Por su parte,

los contaminantes antropogénicos se originan directamente por actividades realizadas

por el hombre (Molina et al., 2019).

En el aire, los contaminantes son variados, entre los que encontramos mondxido de
carbono, didxido de carbono, compuestos de nitrogeno, hidrocarburos, compuestos de

azufre, cenizas y particulas suspendidas (PS), entre otros (Secretaria del Medio

Ambiente, 2011; Pérez et al., 2010).

De todos estos contaminantes, las particulas suspendidas en el aire son de relevancia
debido a que entran al organismo principalmente a través de la respiracién y son

capaces de producir efectos perjudiciales en la salud.
2.2 Particulas suspendidas

Las PS forman una mezcla compleja de materiales solidos y liquidos, que pueden variar
significativamente en tamafo, forma y composicion, dependiendo fundamentalmente
de su origen, el cual puede ser natural o antropogénico. Las particulas que provienen
de fuentes antropogénicas como la combustion y los procesos industriales son las que

presentan la menor masa, y las que provocan los efectos adversos en los organismos
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(Molina et al., 2019). En cuanto a su tamaio, las particulas menores de 10 pm (PM10)
son las que tienen la facilidad de penetrar al sistema respiratorio (Jiménez-Cisneros,
2001), provocando dafios en la region alveolar de los pulmones. Las particulas
suspendidas se componen de una fraccién inorganica que contiene hidrocarburos
aromaticos, nitritos, sulfatos, fierro, plomo, y de manera importante, metales de
transiciéon como cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), manganeso (Mn), niquel (Ni),
vanadio (V) y zinc (Zn), entre otros componentes. Por otro lado, la fraccion organica
corresponde esencialmente a un nucleo de carbon al que se adosan los elementos

inorganicos (Sorensen et al., 2005).

La exposiciéon por inhalacién a particulas y sus componentes es de especial importancia
en las regiones altamente industrializadas y en donde hay gran densidad de trafico
automotriz, dado que los combustibles fosiles se componen de mezclas de compuestos
de carbon y metales (USEPA, 2004; Rodriguez-Salazar et al., 2011). Las particulas que
proceden de la quema de combustibles fosiles como el petroleo y gasolina contienen de
manera abundante metales de transicion. De estos metales, destaca el vanadio debido
a que este metal abunda en el petroleo y en la gasolina de nuestro pais, liberandose a la

atmosfera principalmente en forma de pentdxido de vanadio, V,;Os5 (Rodriguez-Salazar

et al., 2011).

Se ha estimado que se liberan alrededor de 65 000 toneladas de vanadio al ambiente
por procesos naturales, como erupciones volcanicas y erosion de suelos, mientras que

las fuentes antropogénicas anaden cerca de 200 000 toneladas por afio (Roberts, et al.,

2016).

2.3 Generalidades del vanadio

El V es un elemento de transicion perteneciente al grupo 5B de la tabla periodica, con
multiples estados de oxidacién que van desde -3 hasta +5 (Roberts, et al., 2016). La
forma mas comun de encontrar a este metal en la naturaleza es en el estado pentavalente
y se ha descrito, que la toxicidad del V incrementa conforme aumenta el estado de

oxidacioén, por lo que se considera al V;Os uno de los compuestos mas toxicos, de este

metal (Moskalyk y Alfantazi, 2003).

En la naturaleza, el V no se encuentra en forma pura dado que tiende a reaccionar con

otros elementos y se encuentra formando parte de diferentes minerales como la

11



carnotita, patronita y vanadinita (Grayson 1983; ATSDR, 1997). Ademas de ser un
componente de rocas ricas en azufre y encontrarse en depositos de petroleo crudo
(ATSDR, 1997). Por otro lado, se encuentra también en pequenas cantidades en ciertos
alimentos como la pimienta negra, algunos hongos, espinacas y en mariscos (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

2.4 Produccion y usos del vanadio

El V es un metal muy importante para la industria automotriz, debido a que las
aleaciones con hierro (Fe) confieren dureza, resistencia y maleabilidad a los aceros. Es
utilizado en la fabricacién de aleaciones de alta resistencia y baja corrosion, forma
amalgamas principalmente con aluminio (Al), titanio (Ti), boro (B), Cr, Ni y Mn (Scior
y Guevara 2014). Es importante en la fabricacion de maquinaria aérea y tecnologia

espacial (Mateos-Nava, 2012).

Otro de sus usos es en la industria quimica, donde se utiliza como catalizador en la
obtencion del acido sulfurico, en la fabricacion de caucho sintético y para fabricar
pinturas; ya que las sales de este metal ofrecen una gran gama de colores dependiendo
de su estado de oxidacion, proporcionando colores verdosos, rojos, amarillos, dorados

como el bronce o negros (Guevara-Garcia y Scior, 2014).

Por otra parte, en los ultimos afios el V se ha convertido en un elemento de interés
farmacolégico y nutrimental, por lo que diversas investigaciones se han enfocado en
utilizarlo en el tratamiento de la diabetes, como antineoplasico, para aumentar el

rendimiento fisico en atletas y como anticonceptivo vaginal (Aragén et al., 2005;

Thompson et al., 2009; Guevara-Garcia y Scior, 2014).

Uno de los usos terapéuticos mas relevantes del V es como anticarcindgeno, puesto que
para distintos compuestos de V se ha observado su posible papel en la inhibicién y
disminucién del desarrollo de cancer en modelos in vitro e in vivo (Rehder, 2003;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Bishayee et al., 2010).
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2.5 Exposicion al vanadio y toxicocinética

La presencia de V en la atmosfera es el resultado de la quema de combustibles fosiles y
las principales rutas de exposicion a este metal para la poblacion general son la via oral
y la aérea; mientras que, ocupacionalmente los trabajadores se exponen a polvos y
humos que se producen en la combustion de petroleo, carbon y aceites a través de la
via aérea (Barceloux y Barceloux, 1999). La absorcién de V depende de la ruta de
administracién y de la solubilidad del compuesto. La principal ruta de absorcion de este
metal es a través de la via aérea (25 %), mientras que la via oral (5-10 %) ocupa un
lugar secundario. La piel es la menor ruta de exposicion y absorcion, Figura 1
(Rodriguez Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Imtiaz et al., 2015).

Una vez que el V ha entrado en el organismo, es dirigido a los tejidos a través del
torrente sanguineo. En el torrente sanguineo el 90 % del V que es absorbido se une a
proteinas tales como la albumina y la transferrina. Los complejos de V se transforman,
a través de reacciones de éxido-reduccion, en iones vanadil o vanadato dentro de los
tejidos y ambas formas (catidnica y anidnica, respectivamente) son distribuidas en el

organismo acumuldndose en hueso, pulmones, rifiones, bazo e higado (Barceloux y

Barceloux ,1999; Goc, 2006).

El V', como se encuentra en el V,0s, es reducido a V¥ por el glutation de los
p g

eritrocitos, o por el acido ascorbico, las catecolaminas y otras sustancias reductoras del

plasma (Redher, 2003). Se tiene bien establecido que los vanadatos (V") entran a la

célula por mecanismos de transporte anionico, principalmente por los canales de

fosfato (Davidson et al., 2007).

La mayor parte del V es eliminada a través de la orina y las heces en dos fases
(eliminacién bifasica) dentro de los primeros tres dias de absorcién. La primera fase de
eliminacion corresponde a una fase rapida inicial, que es seguida de una mas
prolongada dentro de los 40-50 dias siguientes (Goc, 2006; RodriguezzMercado y
Altamirano-Lozano, 2006). Algunos reportes indican que algunos érganos tardan en
remover el V y por lo tanto permanece mds tiempo en ellos, prolongando los posibles

efectos toxicos que produce. Estos 6rganos son el hueso, los musculos y los pulmones

(Elinder et al., 1988; French y Jones, 1993).
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Via oral ]

o Pulmoén
O Higado
/’ o Hueso
.. o Testiculo
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en:

Metabolismo

Figura 1. Toxicocinética del vanadio. La inhalaciéon es la principal ruta de
exposicion a este metal, el cual ingresa al sistema respiratorio por medio de las PS.
Modificado de RodriguezzMercado y Altamirano-Lozano, 2006.
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2.6 Efectos generales del vanadio

Para la poblacion en general y los trabajadores de las industrias, la via aérea constituye
la principal ruta de exposicién y absorcion de V, sobre todo de V,0s que se encuentra
adherido a las particulas teniendo como resultado diversos efectos en el organismo
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Fortoul et al., 2011).

Las personas laboralmente expuestas a V;0Os presentan cambios en el sistema
respiratorio como irritacion del tracto respiratorio, tos, conjuntivitis, dermatitis,
congestion pulmonar, dafio al epitelio alveolar, bronquitis, rinitis, faringitis, coloracion
verde en la lengua e inflamacién de la mucosa nasal (Shi et. al., 1996; Altamirano-

Lozano et. al., 2014; Zwolak 2016).

Por otro lado, se han realizado diversos estudios para investigar los efectos que tiene la
inhalacion de V;0s en modelos murinos in vivo donde se ha encontrado que efecttia
diversas alteraciones en cada uno de los sistemas del organismo, mismas que se

describen a continuacion:

Sistema respiratorio. En un modelo de tolerancia a la inhalacion de V,0Os5 en dos
concentraciones (en la primera fase, 1.56 mg/m’, y en la segunda fase, 2.57
mg/m’) aplicada a ratones hembra y macho de la cepa CD-1, se encontr6é que
produce descamacion de células bronquiolares no ciliadas, hiperplasia epitelial
bronquiolar, pequenos focos inflamatorios y alteracion en la expresion de la
proteina CC16. Estos cambios ocurrieron en ambas fases, pero con menor

intensidad en la segunda fase (LopezValdez et al., 2019).

Sistema inmunitario. El V,Os5 induce lesiones macroscopicas en el bazo, lo que
ocasiona alteraciones histoldgicas y funcionales en ratones (Gonzilez-Villalva et
al., 2006). También, cambios en la relacion corteza-médula en el timo de ratones

expuestos, afectando el proceso de maduracién de linfocitos T (Fortoul., 2011).

Sistema nervioso. Los resultados obtenidos con el modelo de inhalacion
muestran que el V,0s ocasiona alteraciones citolodgicas, ultraestructurales vy
funcionales en diferentes estructuras del sistema nervioso central. En ratones

expuestos, al V;Os disminuye las espinas dendriticas en las células granulares,
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ademds de inducir la muerte celular apoptotica y necrética de estas neuronas

(Fortoul et al., 2007; Colin- Barenque et al., 2015).

Sistema wurinario. En lo que respecta al sistema excretor, el V afecta
principalmente a los rinones, aumentando su tamafo e inflamacién en la corteza

en el modelo de inhalacién de 6 semanas a ratones (Rojas-Lemus et al., 2021).

Sistema reproductor masculino y femenino. El efecto reprotoxico del V ha sido

reportado en modelos murinos, tanto en machos como en hembras (Fortoul et

al., 2011).

a) Machos: La inhalacion del V causa necrosis de espermatogonias,
espermatocitos y células de Sertoli en ratones (Fortoul., 2007). También
alteraciones en la ultraestructura de las células testiculares, como inclusiones

en células germinales y de Sertoli (Aragon et al., 2005).

b) Hembras: En cuanto a las alteraciones histologicas se ha evidenciado la
disminucion del diametro de los foliculos secundarios y preovulatorios en el
ovario y la disminucion del grosor del miometrio y estroma uterino en las
ratonas hembras CD-1 expuestas (Meléndez-Garcia et al., 2019).

Sistema digestivo. La inhalacion de V afecta al higado induciendo la formacion

de hepatocitos binucleados y trinucleados (Cano-Gutiérrez et al., 2012).

2.6.1 Efecto pro y anticarcinogénico

En lo que respecta a su relacion con la carcinogénesis, se ha encontrado que el V;,0s
puede inducir el desarrollo del cancer, por lo que la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer lo ha designado como posible carcinégeno para los seres
humanos (IARC, 2006) con base en estudios realizados en ratones en los que se
encontré que la exposicion a este compuesto produce cancer de pulmoén (Ress et al.,
2007). En otro estudio, en el cual se evalu¢ el papel del V como promotor de neoplasia
pulmonar en ratones con distinta susceptibilidad al efecto de carcindgenos quimicos,
se observd que este metal puede actuar promoviendo el desarrollo de tumores

pulmonares dependiendo de la susceptibilidad genética de la cepa de ratén a utilizar

(Rondini et al., 2010).
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En contraparte, existe evidencia robusta al respecto de los efectos antineoplasicos del
V. La primera evidencia se demostré en un estudio de carcinogénesis mamaria inducida
por l-metil-I-nitrosurea en ratas hembra Sprague-Dewley, en las que se observo la
reduccion en la incidencia de tumores mamarios producida por vanadil sulfato, VOSO,
(Thompson et al., 1984). En otra investigacion realizada con ratas macho Sprague-
Dewley en un modelo de carcinogénesis de higado inducida por dietilnitrosamina, se

reporto la supresion de la hiperplasia nodular hepatica causada por metavanadato de

amonio, NH,VO; (Chakraborty et al., 2007).
2.6.2 Efectos en el metabolismo

En cuanto a sus efectos en el metabolismo el V ocasiona interferencia con la biosintesis
de cistina y colesterol, estimulacion de la sintesis de fosfolipidos y, en concentraciones
mas altas, inhibicion de la oxidacion de la serotonina (Nordberg et al., 2007). También
se ha demostrado que inhibe algunas ATPasas, las fosfatasas y varios otros sistemas
enzimdticos, como la modificacion de las enzimas CYP450 (Abdelhamid et al., 2013;
Ferreti y Leon, 2022).

El efecto sobre el metabolismo puede producir distintas alteraciones en las células, y
actualmente la modificacion de las enzimas CYP450 se ha relacionado con el papel
anticarcinogénico del V como se explicard mas adelante, aunque ha sido poco

estudiado.
2.7 Modificacion de enzimas CYP450 por vanadio

El citocromo P450 (CYP-450) pertenece a la familia de hemoproteinas presentes desde
bacterias hasta mamiferos y de las que se han identificado mas de 2000 isoformas
(Jaimes-Santoyo et al., 2014).

Se ha descrito que tienen una localizacion en las membranas del reticulo endoplasmico
liso de las células. Las isoformas de CYP-450 estan distribuidas en 866 familias, de las

cuales 2740 se encuentran en animales y 2675 en plantas (Jaimes-Santoyo et al., 2014).

Son las enzimas responsables del metabolismo de varios tipos de xenobioticos
(farmacos, pesticidas, esteroides y alcaloides) y de la degradacion de sustancias

producidas por el propio organismo conocidos como endobioticos; esteroides, sales
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biliares, vitaminas liposolubles A y D, alcaloides endégenos, entre otros (Jaimes-

Santoyo et al., 2014).

Los CYP450 de las familias 1 y 2 de todos los organismos participan en la detoxificacion
o en la activacion de xenobioticos. Contribuyen en los procesos de carcinogénesis, son
determinantes en el metabolismo, tolerancia, selectividad y compatibilidad de drogas y
pesticidas. Dentro de este grupo destacan los CYP1A1, CYP2B, CYP2E1 Y CYP2F2,
mismos que se encuentran en diferentes 6rganos como el rindn, pulmodn, testiculos,

placenta e higado (Jaimes-Santoyo et al., 2014).

En diversos estudios se ha observado el potencial del V para modular las actividades de
las enzimas CYP450, lo cual esta ligado y tiene como efecto modificar la toxicidad de
algunos carcindgenos, siendo este punto de relevancia puesto que en modelos in vitro e
in vivo se ha corroborado que esta modificacion tiene un efecto en la disminucion de

tumores de diversos tipos de cancer, contribuyendo al efecto anticarcinégeno del V.

La modificacion de estas enzimas por V ha sido reportada en distintos modelos, donde
se ha observado que un aumento de CYP450 dada por compuestos de este metal esta
estrechamente relacionada con su potencial antineoplasico (Bishaye et al., 2000). Por
otro lado, en el estudio in vitro de Abdelhamid y colaboradores encontraron que el V
ejerce efectos protectores contra la carcinogénesis inducida por sustancias quimicas
principalmente la modificacion de enzimas metabolizadoras de xenobiéticos como lo

son los citocromos CYP450, por lo que es un tema de relevancia (Abdelhamid et al.,

2013).
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2.8 Potencial anticarcinogeno del vanadio

El V ha cobrado importancia desde hace varias décadas, dado que se ha identificado
que puede ejercer un efecto anticarcindgeno en el desarrollo de distintos tipos de
cancer. Los estudios in wvitro abrieron la posibilidad de realizar estudios in wvivo, que
constituyen una herramienta poderosa en el conocimiento, dado que es posible estudiar
los efectos de los compuestos en el organismo completo. Estos reportes incluyen
modelos animales de carcinogénesis de mama, de pulmon, de higado, de colon y de

tejido conectivo (Bishayee et al., 2010).

Por otro lado, en cuanto a la relacion del efecto anticarcindgeno que posee el V y la
modificacion de las enzimas CYP450, esta ha sido muy poco estudiada en modelos
murinos por lo que se requieren de mas investigaciones que sirvan de evidencia

para validar esta cuestion.
En la Tabla 1 se citan tres estudios en los que se observd el efecto del V sobre los

CYP450 en distintos modelos. Esta modificacion se ha relacionado con el efecto

anticarcinogénico de este metal.
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Carcinogénesis | Metavanadato 0.5 ppm. Oral: agua | Ratas hembra Incremento de la Bishaye et al.,
mamaria en de amonio de beber. Sprague- expresion de 2000.
rata inducida (NH,VO;). Dawley. CYP450y
por DMBA. reduccién del
tamano de los
tumores mamarios.
Carcinogénesis | Metavanadato 0.5 ppm. Oral: agua Ratas macho Aumento de la Kanna et al.,
de colén en de amonio de beber. Sprague- actividad hepatica 2003.
rata inducida (NH,VO;). Dawley. de CYP450y
por DMH. estimulacion de
apoptosis de las
células cancerigenas.
Cultivo de Metavanadato | 25—1000 Mm. | Medio sin | Células HepG2 | Disminucién dela | Abdelhamid
células HepG2 de amonio suero. de hepatoma expresion de et al., 2013.
de hepatoma (NH,VO;3). humano. CYP1A1 en células
humano. humanas HepG2.

Ademas de los efectos en los CYP450 se ha reportado que el V en modelos murinos de
carcinogénesis suprime el crecimiento y la diseminacion de tumores al i) inhibir la
proliferacion de células tumorales e inducir la apoptosis, y ii) limitar la invasion y el
potencial metastasico de las células neoplasicas (Kioseoglou et al., 2015; Kowalski y
Inkielewicz-Stepniak, 2020). Estos mecanismos mencionados tienen relacion con los

efectos anticarcindgenos de este compuesto como se muestra en la Tabla 2.
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Carcinogénesis
de coloén de rata
inducida por
DMH.

Metavanadato de

amonio

(NH,VO;).

0.5 ppm.

Oral (agua
de beber).

Ratas macho
Sprague-
Dawley.

Disminucién en
los niveles de
metilacion del

DNA, y reduccion
del desarrollo de
focos

preneopldsicos y
tumores en el

colon producidos

por DMH.
Supresién del
supresor tumoral
p53 y disminucion
de la proteina
antiapoptotica

BCL-2.

Samanta et

al., 2008.

Carcinogénesis
mamaria de rata
inducida por

DMBA.

Metavanadato de

amonio

(NH,VO;).

0.5 ppm.

Oral (agua
de beber).

Ratas hembra
Sprague-
Dawley.

Disminucién del
numero de
tumores mamarios
producidos por
DMBA. Supresiéon
del crecimiento
tumoral; reduccion
de la proliferacion
celular e induccion
de apoptosis de las

células malignas.

Manna, et al.,

2011.
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Cultivo celular Sulfato de 25 mMy 50 Medio sin Células de Inhibicién en la Kowalski et
de vanadilo mM. suero. adenocarcinoma autofagia y al., 2017.
adenocarcinoma VOSO,. ductal detencién del ciclo
ductal pancreatico celular. Aumento
pancredtico humano. en el nivel de
humano. ERO. Apoptosis y
necrosis de las
células tumorales.
Cultivo de [6n inorginico 2.5 mM. Medio de Células de Inhibicion in vitro | Rozzo etal.,
células de vanadato (V") y cultivo melanoma del crecimiento 2017.
melanoma tres complejos RPMI. maligno tumoral en lineas
maligno de oxido humano. celulares de
humano. vanadio(IV), melanoma
[ V*#]. maligno.
Apoptosis y
bloqueo del ciclo
celular de las
células
carcindgenas.
Adenomas Pentoxido de 1.56 mg/m’ Inhalada. Ratones CD-1. Disminucion del | Lopez-Valdez,
pulmonares vanadio (V,05). numero y tamaio 2021.

inducidos por
uretano en

raton.

de los adenomas
pulmonares
inducidos con
uretano.
Induccién de
apoptosis de las
células tumorales e
incremento de la
expresion de
proteinas
relacionada con la
muerte celular de

los adenomas.
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Cultivo de Nanoparticulas 0.02 M. Medio de Células de Reduccién de la
células de cancer de vanadio cultivo en | adenocarcinoma | viabilidad de la
de pulmon VO,). DMEM. de mama linea de las células
humano. humano. carcindgenas.

Aumento en la
apoptosis de las

células cancerosas.

En los trabajos reportados por diferentes autores se ha estudiado con mayor énfasis al

metavanadato amonio (NH4VOs3), mientras que otros compuestos como el V,0s han
sido explorados escasamente en modelos de carcinogénesis, debido principalmente a la
relacion que se ha encontrado entre la exposiciéon a este compuesto con el desarrollo
de la carcinogénesis. En relacion con este punto, Lopez-Valdez en el 2021 evalué la
participacion del V,Os en un modelo de adenomas pulmonares inducidos por uretano,
y encontrd la disminucion del numero y tamafo de los tumores, ademas del incremento
en la apoptosis, lo cual podria contribuir con el resultado encontrado. Es importante
mencionar que este estudio llama la atencion puesto que evidencias previas

demostraron que la exposicion inhalada a V,;0s contribuye a la carcinogénesis

pulmonar (Ress, 2003).

Ante estas evidencias surge la interrogante de si en particular en este modelo de
adenomas pulmonares inducidos por uretano, el V,Os pudiera alterar la via metabolica
del carcindgeno a través de la modificaciéon del CYP450 como otros compuestos,

contribuyendo con el papel anticarcindgeno del V.
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2.9 Modelo de carcinogénesis inducida por uretano

Los modelos de cancer en animales, y sobre todo en roedores, son de utilidad en el
estudio de esta patologia. Los tumores producidos en modelos murinos se usan de
manera importante por ser similares a las neoplasias presentadas en humanos, dado
que pueden ser una herramienta util en el estudio de los eventos moleculares
implicados en la carcinogénesis (Mason et al., 2000). Los tumores que se originan en
los ratones son similares en caracteristicas morfoldgicas, histopatolédgicas y moleculares

a los adenocarcinomas humanos (Meuwissen y Berns, 2005).

Los modelos de tumores espontineos e inducidos quimicamente son los que
representan de manera mas préxima las caracteristicas clinicas de la patologia. La
ventaja de estos modelos es que se pueden reproducir los eventos naturales que llevan
al desarrollo del cancer (Liu y Johnston, 2009). En los modelos de induccién quimica,
los carcindgenos quimicos mas potentes utilizados son los hidrocarburos aromaticos

policiclicos, las nitrosaminas y el carbamato de etilo, CEt (Meuwissen y Berns, 2005).

El CEt, también conocido como uretano, es un éster etilico del acido carbamico. Se
encuentra en muchos productos alimenticios fermentados y bebidas alcoholicas como
queso, pan, yogurt, vino, whisky y salsa de soja (Li et al., 2017; Gowd, et al.,2018). En
todos los casos las cantidades de uretano son de nanogramos, no obstante, en los
brandies frutales las cantidades pueden variar hasta 20.2 mg/g y constituyen una via de

exposicion de importancia a este compuesto, pero no la unica (IARC, 2010; Forkert,

2010).

Comercialmente este compuesto se ha utilizado como cosolvente en plaguicidas,
fumigantes y cosméticos (Benson y Beland, 1997). El uretano es ademas constituyente

del tabaco en concentraciones que van desde los 310 a 375 ng/g (Forkert et al., 2010).

La carcinogenicidad del uretano ha sido probada ademas en distintas especies como
ratas, ratones, hamsteres y monos, por lo que se le considera como un compuesto
carcindgeno bien establecido en animales. La IARC lo ha clasificado como “probable
carcinogeno en humanos”, dentro del grupo A (IARC, 2010), mientras que el Programa
Nacional de Toxicologia (NTP) de los Estados Unidos lo considera como
“razonablemente anticipado a ser carcindgeno en humanos” (NTP, 2000). Se ha

demostrado que este compuesto es capaz de producir tumores, tanto benignos como
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malignos, en distintos organos, especialmente tumores de pulmoén, por lo que el
adenocarcinoma inducido por uretano en modelos murinos se ha convertido en un

modelo aceptado para estudiar los adenocarcinomas humanos (Narayan y Kumar,

2012).

Se considera que la activacion metabolica del uretano es requisito para inducir el
desarrollo de tumores (Hoffler et al., 2003). El metabolismo del uretano ha sido bien
estudiado en modelos animales como el ratdn, teniendo como vida media 24 h (Hoffler

et al.,, 2003) y se lleva a cabo a través de dos vias principales:

La primera via del metabolismo del uretano es catalizada por una esterasa, lo que lleva
a la formacion de diéxido de carbono (CO,), etanol (C;HgO) y amoniaco (NH;). La
segunda via es a través del metabolismo oxidante por medio de varias enzimas de la
superfamilia citocromo CYP450 y corresponde a la ruta de bioactivacion de este

compuesto.

El principal citocromo que se ha encontrado como responsable de la bioactivaciéon del
uretano es el citocromo 2E1, CYP2EIl. El uretano sufre la primera reaccion de
desaturacién a través del CYP2EL (96 %) y otros citocromos (3 %), lo que lleva a la
formacion de vinil carbamato, que posteriormente es transformado en vinil carbamato
epoxido a través de las mismas enzimas (Hoffler et al., 2003; Ghanayem, 2007). El vinil
carbamato epoxido es el ultimo metabolito que se produce por esta via de metabolismo
del etil carbamato y es altamente reactivo con el DNA y se considera como el metabolito

carcinogénico del uretano, Figura 2.
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Figura 2. Metabolismo del uretano efectuada por el CYP2EL. Modificado de
Ghanayem, 2007.

Las neoplasias que se originan por este compuesto en modelo de raton se forman
mayormente en pulmon e higado debido a que presentan amplia susceptibilidad al
compuesto, ademas de que estos 6rganos poseen grandes cantidades de CYP2E1 que

como ya se menciond anteriormente es el responsable de la bioactivacion del uretano.
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2.10 Principales organos blanco del uretano

2.10.1 EI higado

El higado del raton pesa alrededor de 2 gy estd constituido por cuatro lébulos llamados
(derecho, medial, izquierdo y caudado). Su funciéon radica en que los nutrientes
absorbidos en el tubo digestivo se procesen y se almacenen para que sean utilizados por
otros 6rganos, ademds de que es metabolizador porque es el 6rgano con mayor
expresion de enzimas CYP450 (Junqueira y Carneiro, 2022). A continuacion, se

describe la estructura de este ¢érgano:

Lobulillo hepatico. El componente estructural basico del higado es la célula
hepética o mejor conocido como hepatocito Figura 3, estas células se agrupan en
placas interconectadas. En los cortes histologicos se observan unidades
estructurales denominadas lobulillos hepéticos que son estructuras poligonales
con varias triadas portales en la periferia y una vena centrolobulillar que tienen la
funcion de transportar la sangre proveniente del tubo digestivo, del bazo y del

pancreas (Junqueira y Carneiro, 2022).

Cada lobulillo se compone de placas o laminas de hepatocitos que se entremezclan
con capilares sinusoides, que desembocan en una vena centrolubillar. En la
periferia del lobulillo hay tejido conjuntivo, en el que se encuentra la regién porta,

que contiene a la triada portal cuyos componentes son:

a) Arteriola: Esti revestida de epitelio simple plano. Contiene sangre
proveniente del tronco celiaco, rama de la aorta abdominal, la cual tiene el
papel de conducir la sangre hasta el higado.

b) Vénula: Estd revestida de epitelio simple plano con una capa muscular
circular prominente, su funcion radica en transportar sangre proveniente
del tubo digestivo, el pancreas y el bazo.

¢) Conducto biliar: Esta revestido de epitelio simple cubico y su funcion es

transportar la bilis que sintetizan los hepatocitos (Junqueira y Carneiro,

2022).
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En el higado, se ha identificado que los CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8/9/19,
2D6, 2E1 y 3A4/5 representan el 70 % del contenido total de CYP450
hepatico (Molina-Ortiz et al., 2012). Ademas, CYP2E1 es una de las

isoformas CYP mas abundantes en el humano y en el ratéon (Zhu et al.,

2022).

- . N 0"3«‘ * ‘0:?))
T R Vo, G & Tk St
P F R R
- sy $e s S N oM A
.r'i.'./-’_' "o AN B ? poinl, V5 ¢

Ry ')'0 - "/otv‘f r ’4
$ Iy ghry 74

A 10 e h ©
¥, / b . Bs ‘..r . 0,‘. . - Vena g
o, 7 '\; “.}‘c 1, Hepatocitos g ":."_' _ACentrolobulillar
PG s A T
b o k. oed ¢
1 £

Figura 3: Fotomicrografia de corte histologico de higado en raton tediido con

hematoxilina y eosina.
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2.10.2 El pulmon

Los pulmones son los 6rganos respiratorios de todos los mamiferos y su importancia
radica en que permiten el intercambio de gases en el organismo. Forman parte del
sistema respiratorio el cual estd constituido por dos porciones i) porcién conductora,
comprendida por la cavidad nasal, la faringe, la traquea, los bronquios y los
bronquiolos, y ii) porcion respiratoria (en la que se produce el intercambio de gases)
compuesta por los bronquiolos respiratorios, los conductos alveolares y los alvéolos

(Junqueira y Carneiro, 2022).

Dado que el pulmon es de los principales ¢rganos blanco del uretano, a continuacion,
se describe como estd estructurado en el raton, que es el modelo biologico de este

estudio:

Bronquios intrapulmonares. En los ratones, los dos bronquios extrapulmonares
entran en los pulmones derecho e izquierdo en donde se subdividen en los
bronquios intrapulmonares, que suministran las diferentes regiones anatdémicas
de los pulmones, su funcion radica en conducir el aire hacia las partes mas distales

del pulmoén (Treuting et al., 2018).

Los bronquios intrapulmonares se dividen de acuerdo con el numero de l6bulos
presentes en cada pulmon, para el pulmén derecho (cuatro) mientras que para el
izquierdo solo uno, luego estos, se dividen posteriormente en bronquios

segmentarios o terciarios (Treuting et al., 2018).

Histologicamente los bronquios intrapulmonares proximales en ratones estan
revestidos de epitelio cilindrico a cubico simple compuesto predominantemente
por células club que representan al 59 % de la poblacion epitelial (de las cuales se
hablara m4as adelante), células ciliadas que representan al 28 % y células
caliciformes con el 13 %. En el bronquio del ratén, se encuentran fibras eldsticas
dentro de su ldmina propia y la submucosa que es muy delgada y separa a las

células epiteliales de la capa muscular (Treuting et al., 2018).
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Bronquiolos. La subdivision de los bronquios segmentarios origina a los
bronquiolos que miden 1 mm o menos. Estos bronquiolos se llaman terminales,
que al ramificarse dan origen a los bronquiolos respiratorios. Al conjunto
terminal con los bronquiolos respiratorios y alvéolos que reciben aire se les llama

acino pulmonar (Ross et al., 2007).

Como en los bronquios, el epitelio que reviste los bronquiolos posee también
células club, Figura 4. Estas se encuentran entre las células ciliadas de los
bronquiolos, su funcion es la secrecion del agente tenso activo que impide la
adhesion luminal; ademas secretan la proteina CC16 (proteina de célula club 16

kDa) que es componente de la secrecion de la via aérea (Gartner y Hiatt, 2008).

Morfologicamente las células club son cubicas, poseen un nucleo basal y domo
apical de longitud variable en el que almacenan granulos con las secreciones que

producen como ya se mencionoé anteriormente (Reynolds y Malkinson, 2010).

Cabe destacar que las células club contienen moléculas detoxificadoras de
xenobidticos, expresan altos niveles de mono-oxigenasas del CYP450, lo que les
permite metabolizar grandes cantidades de sustancias (Ding y Kaminsky, 2003).
Estudios en murinos sefialan que algunas isoformas de CYP450 se expresan de
manera abundante y constitutivamente en estas células; algunas isoformas son
CYP1A1 (Choudhary et al., 2003; Chang et al., 2006), CYP2B (Lee y Dinsdale,
1993; Choudhary et al., 2003) y CYP2E1 (Hukkanen et al., 2002), razén por la

cual, son susceptibles al efecto de agentes carcindgenos.
Alvéolos. Los alvéolos son las unidades terminales del arbol respiratorio y pueden
describirse como finas bolsas ubicadas en las paredes de los bronquiolos

respiratorios, especializados en el intercambio gaseoso (Treuting et al., 2018).

El epitelio alveolar en el raton, como en humanos, estd constituido por dos tipos

celulares, los neumocitos tipo [y I1, Figura 4.
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a) Los neumocitos tipo I o células alveolares tipo I: Son células planas, que
revisten la mayor parte de la superficie de los alvéolos. Forman parte de la
barrera hematogaseosa, junto con el endotelio de los capilares, a través de la

cual se da el intercambio gaseoso.

b) Los neumocitos tipo II o células alveolares tipo I1: Son células secretoras.
Su citoplasma posee cuerpos laminares ricos en lipidos y proteinas, que son
secretados al espacio alveolar y funcionan como agente tensoactivo,
conocido como surfactante (Ross et al., 2007). Al igual que las células club
son células activas metabolicamente por lo que también contienen en
grandes cantidades de CYP2E1 y otros citocromos (Hukkanen et al., 2002).

1

-

. «
“ d
Neumoato Celula club
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Figura 4: Fotomicrografia de corte histologico de pulmoén en raton teiido con

hematoxilina y eosina.
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3. Justificacion

EI'V es un metal que forma parte de las particulas suspendidas en la atmdsfera del Valle
de México. Este produce distintos efectos sobre el metabolismo entre los que se ha
identificado la modulacion de las enzimas del CYP450. Las evidencias demuestran que
algunos compuestos de V son capaces de modificar la expresién de estos citocromos
alterando el desarrollo de los tumores en distintos 6rganos promoviendo el efecto
anticarcinogénico de los mismos. Por lo anterior resulta importante explorar el efecto
de la inhalacion de V,0s en la expresion del CYP2E1, que podria contribuir a la
reduccion de los adenomas pulmonares observada previamente por Lopez-Valdez.,

2021. Por lo anterior la pregunta a investigar es:

;Cudl sera el efecto de la inhalacion de V en la expresion hepatica y pulmonar del

CYP2E1 en el modelo de carcinogénesis inducida por uretano?
4. Hipdtesis

La inhalacion de V,0s modificard la expresion hepatica y pulmonar del CYP2E1 en el

modelo de carcinogénesis inducida por uretano en la primera semana de tratamiento.
5. Objetivos
5.1 Objetivo general

e Analizar el efecto de la inhalacion de V,Osen la expresion hepatica y
pulmonar del CYP2EI en el modelo de carcinogénesis inducida por

uretano en la primera semana de tratamiento.

5.2 Objetivos particulares

En el modelo de carcinogénesis inducida por uretano en la primera semana

de tratamiento:

e Identificar por inmunohistoquimica, el efecto de la inhalacién de
V,0:s en la expresion de CYP2E1 en higado y pulmon.

e Analizar las diferencias entre los grupos experimentales.
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6. Material y método
6.1 Animales y tratamientos

Se utilizaron 30 ratones macho de la cepa CD-1 con un peso de 30 a 35 g que se
mantuvieron en ciclos de luz - oscuridad (12:12 h), con agua y alimentacién (OSAFE
DIETS Premium Scientific Diet) ad libitum. El protocolo experimental se llevé a cabo
de acuerdo con la Guia de Cuidado y Uso de animales de Laboratorio (Institute of
Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research
Council). La cantidad total de ratones se dividié en seis grupos para los diversos
tratamientos descritos en la Tabla 3, Figura 5 y 6.
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Tabla 3. Descripcion de los grupos y tratamientos aplicados.

Grupo 1: Control

5 animales

Inhalacion de solucion
salina al 0.9 % 1 h dos

VECES pOor semana.

Grupo 2: Vanadio

5 animales

Inhalacion de V,05 (1.26
mg/m’) 1 h dos veces por
semana.

Grupo 3: Uretano 24 h

5 animales

Inyeccion ip de uretano
(1 mg/g de peso del
animal) 24 h antes del
sacrificio.

Grupo 4:
Vanadio/Uretano 24 h

5 animales

Inhalacion de V,05(1.26
mg/m’) 1 h/dos veces
por semana e inyeccion
ip de uretano (1 mg/g de
peso del animal) 24 h
antes del sacrificio.

Grupo 5: Uretano 96 h

5 animales

Inyeccion ip de uretano
(I mg/g de peso del
animal) 96 h antes del
sacrificio.

Grupo 6: Uretano 96
h/Vanadio

5 animales

Inyeccion ip de uretano
(I mg/g de peso del
animal) 96 h antes del
sacrificio e inhalacion de
V,05(1.26 mg/m’) 1 h

dos veces por semana.
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Después de una

de  tratamient
procedio a rea
eutanasia de los

Figura 5. Diagrama del método empleado.
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6.2 Protocolo experimental

Grupos formados por cinco ratones macho cada uno:

1) Control
A

\ T \ T

Lunes Martes Miércoles

Jueves Viernes
2 ) Vanadio T
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
3) Uretano 24 h
| * T
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

4) Vanadio/Uvretano 24 h

T T *

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
5 ) Uretano 96 h

*

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

6) Uretano 96 h/Vanadio

I I

Lunes Martes Miércoles

Jueves Viernes
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B Inhalacion de solucion salina al 0.9 %

*

Inyeccion ip de uretano (1 mg/g de peso del animal)

B [hhalacion de V,0;5 (1.26 mg/m”’)
A Eutanasia del grupo con inyeccion ip de pentobarbital sédico (180 mg/kg de peso vivo).

Figura 6. Diagrama de los protocolos experimentales utilizados.

6.3 Eutanasia y extraccion de los organos

Después del tratamiento de una semana como lo indica la Figura 5, se realizd la
eutanasia de los animales por inyeccién ip de pentobarbital sédico (180 mg/kg de peso
vivo). Posteriormente, los ratones fueron perfundidos con solucién salina al 0.9 % y
solucion de paraformaldehido al 4 % por via intracardiaca para su fijacion y después se
insuflaron los pulmones por via intratraqueal con paraformaldehido al 4 % para ser
procesados por la técnica histologica en parafina y finalmente realizar la técnica de
inmunohistoquimica.

6.4 Inmunohistoquimica

Para el desarrollo de esta técnica se llevo a cabo el siguiente procedimiento:

Desparafinacion de los tejidos. Se colocaron las laminillas con los tejidos en la
estufa a 56 °C un dia antes (hasta ver una gota de parafina en las laminillas).
Después los tejidos se pasaron por el tren de xilol y alcohol (en orden descendente)
y posteriormente con agua destilada (los tejidos se dejaron 2 min en cada

solucion).

Recuperacion antigénica por calor y presion. Se prepararon 40 mL de solucion
de recuperacion Diva Decloacker®. Posteriormente se colocod la solucion de
recuperacion en un vaso coplin de plastico junto con las laminillas y se sobrepuso
la tapa sin cerrar. Después se anadieron 500 mL de agua desionizada en la olla de
presion y se introdujo el coplin con las laminillas. Se cerré correctamente la olla
de presion y se llevo a 15 psi de presion por 3 min, se liberd la presion de la olla
levantando ligeramente la valvula y posteriormente se dejé enfriar para abrirse con
cuidado, se sacé el coplin poniéndose a enfriar en baflo maria y se realizo la
preparacion de la camara humeda. Luego, las laminillas se sacaron del coplin y se
lavaron dos veces con PBS (solucion amortiguadora de fosfato salina) por 5 min

en la camara humeda.
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Inhibicion de la peroxidasa endogena. Se prepard la solucion de inhibicion de
la peroxidasa endogena con peroxido de hidrogeno (H,05) al 0.9 % y se puso a
incubar por 45 min con las laminillas. Luego se realizé un lavado inmediato con
PBS de 5 min y después tres lavados con PBST (solucién amortiguadora de fosfato

salina mas Tween) de 5 min cada uno.

Bloqueo de las laminillas con solucion de albiimina. Se hizo la solucion de
bloqueo con albumina al 2.5 % en PBST y se bloque6 por 1 h a temperatura

ambiente. Se realizo un lavado con PBS de 5 min y después tres lavados mas con

PBST.

Reconocimiento del antigeno. Se prepar6 el anticuerpo primario para ratdon
CYP2E1 (EMD, Millipore Corp) en un tubo Eppendorf a una concentracion 1:50
(concentracion determinada previa titulacion), se colocaron 100 pL de solucion
con anticuerpo primario a cada laminilla y se incubo toda la noche. Concluida la

incubacion, se realizd un lavado con PBS y tres lavados mas con PBST.

Amplificacion de la reaccion. Se coloco el complejo anticuerpo secundario-HRP
(Biocare Medical) y se incubd por 45 min. Luego se realizé un lavado con PBS y

3 lavados con PBST por 5 min cada lavado.

Revelado de la Inmunohistoquimica. El exceso de PBS fue retirado de todas las
laminillas. Se preparé la solucion reveladora en un tubo Eppendorf negro con
diaminobencidina (DAB) utilizando el kit de revelado (liquid DAB-Plus Substrate
Kit, invitrogen) y se resuspendio la solucién. Se colocaron 100 pL a cada laminilla

y se incubaron por 5 min hasta que se observo la marca café caracteristica.

Contratincion. Finalmente, las muestras de tejido se tifieron con hematoxilina y

se montaron para su posterior observacion.

38



6.5 Analisis estadistico

Se realizd un anilisis de normalidad Kolmogorov-Smirnov para confirmar el tipo de
distribucion de los datos y asi elaborar las pruebas estadisticas correspondientes. Los
datos que se obtuvieron no cumplieron con una distribucién normal, por lo que se
utilizaron pruebas no paramétricas, el andlisis de Kruskall-Wallis con prueba post hoc de
Dunn bajo el programa PRISMA version 10. Los valores con p <0.05 fueron

considerados diferentes estadisticamente.

7. Resultados
7.1 Higado

7.1.1 Morfologia del higado

En las fotomicrografias de los cortes de higado se observa la morfologia normal vista en
todos los grupos, Figura 7. Se muestran las células epiteliales (hepatocitos) alrededor
de la vena centrolobulillar con una disposiciéon normal de los cordones, sin alteraciones

relevantes.
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Figura 7. Fotomicrografia de un corte longitudinal de higado de raton teiido con

hematoxilina y eosina que muestra la morfologia observada en todos los grupos.
No se presentaron cambios morfoldgicos en los lobulillos hepaticos ni en los

nucleos de los hepatocitos. Barra escala de 100 pm.

7.1.2 Inmunohistoquimica

En las fotomicrografias de la inmunohistoquimica para CYP2E1 en higado se encontrd
que los hepatocitos pericentrales son los que expresan el nivel mas alto del citocromo

CYP2E1, esta marca se observd en color café.

En el grupo control se localizd la marca basal de CYP2E1 principalmente en los
hepatocitos pericentrales de los lobulillos hepéticos. En el grupo V se encontré un
aumento de la marca en la misma ubicacion, igual que en los animales del grupo
Uretano 24 h y Vanadio/Uretano 24 h. Por otra parte, en el grupo Uretano 96 h la
marca de CYP2E1 disminuyé drasticamente respecto a los otros grupos, mientras que

en el grupo Uretano 96 h/Vanadio la marca se mantuvo como en el control.
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Figura 8. Fotomicrografias de inmunohistoquimica para CYP2E1 en higado. Se

observa la marca color café en los hepatocitos pericentrales. En A) Control, B)
Vanadio, C) Uretano 24 h, D) Vanadio/Uretano 24 h, E) Uretano 96 h y F)
Uretano 96 h/Vanadio. Barra escala de 100 pum.
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7.1.3 Analisis de densitometria

El analisis de la densidad media de la expresiéon de CYP2E1 mostro diferencias
significativas entre los grupos, Figura 9. El grupo control presento diferencia con los
grupos Vanadio, Uretano 24 h y Vanadio/Uretano 24 h en los que la expresion de
CYP2E1 increment6 significativamente. Por otra parte, en el grupo Uretano 96 h se

presentd disminucion significativa de la expresion de esta proteina con respecto a los
grupos Vanadio, Uretano 24h, Vanadio/Uretano 24 h y Uretano 96h/Vanadio.
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Control Uret 24h V/Uret 24h Uret 96h Uret 96h/V

Figura 9. Densidad media de la expresion de CYP2E1 para higado de los ratones
Control, Vanadio (V), Uretano 24 h (Uret 24 h), Uretano 96 h (Uret 96 h) y los
combinados Vanadio/Uretano 24 h (V/Uret 24) y Uretano 96 h/V (Uret 96h/V.
Anilisis estadistico Kruskall-Wallis con prueba post hoc de Dunn p < 0.05.

*. Diferencia significativa contra el grupo Control.

a. Diferencia significativa contra el grupo Uretano 96 h.
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7.2 Pulmon

7.2.1 Morfologia del pulmon

Las fotomicrografias de los cortes histoldgicos de pulmén muestran la morfologia
normal en todos los grupos; en la Figura 10 se muestra un bronquiolo que presenta
epitelio cubico simple, conformado principalmente por células club y un numero muy
reducido de células ciliadas. También se observa la zona alveolar conformada por los
dos tipos celulares, los neumocitos tipo I con su clasica morfologia aplanada y los

neumocitos tipo Il cubicos.

-

Figura 10. Fotomicrografia de un corte longitudinal de pulmon de raton teiiido
con hematoxilina y eosina que muestra la morfologia observada en todos los

grupos. No se presentaron cambios morfologicos en los bronquiolos. Barra escala

de 50 pm.
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7.2.2 Inmunohistoquimica

En las fotomicrografias de inmunohistoquimica para CYP2E1 en pulmon se observo la
caracteristica marca café en las células club de los bronquiolos. En el grupo control la
expresion basal de CYP2E1 en las células club fue escasa. En los grupos Uretano 24 h,
Uretano 96 h y Uretano 96 h/Vanadio la expresion de la proteina fue mayor que en el
control. Respecto a los grupos Vanadio y Vanadio/Uretano 24 h la marca se expreso

semejante al control.
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Figura 11. Fotomicrografias de inmunohistoquimica para CYP2E1 en pulmon.

Se observa la marca color café en las células club. En A) Control, B) vanadio, C)
Uretano 24 h, D) Vanadio/Uretano 24 h, E) Uretano 96 h y F) Uretano 96
h/Vanadio. Barra escala de 50 pm.
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7.2.3 Analisis de densitometria

El andlisis de la densidad media en pixeles de los grupos en pulmon, Figura 12 mostrd
diferencias estadisticamente significativas y ademads se observd una densidad media

menor del CYP2E1 que en el higado, donde los niveles en pixeles eran mucho mayores.

El grupo control presentd diferencia contra los grupos Uretano 24 h, Uretano 96 h y
Uretano 96 h/Vanadio en los que la expresion de CYP2E1 fue significativamente
mayor, mientras que los grupos V y Vanadio/Uretano 24 h presentaron expresion de
CYP2E1 igual al control. También se encontré diferencia de los grupos combinados

reflejada en una disminucién del citocromo en el grupo Vanadio/Uretano 24 h.
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Figura 12. Densidad media de la expresion de CYP2E1 para pulmén de los
ratones Control, Vanadio (V), Uretano 24 h (Uret 24 h), Uretano 96 h (Uret 96
h) y los combinados Vanadio/Uretano 24 h (V/Uret 24) y Uretano 96 h/V (Uret
96h/V).

Anilisis estadistico Kruskall-Wallis con prueba post hoc de Dunn p<0.05.

*. Diferencia significativa contra el grupo Control.

a. Diferencia significativa contra el grupo Vanadio.

b. Diferencia significativa contra el grupo Uretano 24 h.

c. Diferencia significativa contra el grupo Vanadio/Uretano 24 h.

d. Diferencia significativa contra el grupo Uretano 96 h.
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8. Discusion

El V es un metal de transicién que ha adquirido atencién especial en los ultimos por
sus aplicaciones como agente anticarcindgeno (Scibior et al., 2020). Uno de los
mecanismos que podria relacionarse con el papel antineoplasico del V y que ha sido
poco estudiado es la modulacion de la actividad de las enzimas de fase I CYP450, las

cuales estan directamente implicadas con la disminucién de tumores en diversos tipos

de cancer (Scibior et al., 2020; Bishayee et al., 2000).

La finalidad del presente estudio fue observar el efecto que tiene la inhalacion de V en
la expresion de CYP2E1 en higado y pulmoén de ratéon, que lo expresa de manera
constitutiva (Zhu et al,.2022; Ghanayem 2007), y a su vez son érganos blanco de
diversos xenobioticos como el uretano que es el responsable de la formaciéon de

neoplasias en ambos 6rganos.

Como parte del estudio se analizo en principio los efectos en la morfologia de los
organos de interés en resultado por la exposicion a V y a uretano. En lo que respecta a
los cambios producidos en la morfologia hepatica por la exposicion a V, en el presente
trabajo no se observaron alteraciones en ninguno de los grupos respecto al control. Se
conoce que la inhalaciéon de este metal en modelos murinos induce dafio hepatico con
cambios regenerativos en exposiciones mas prolongadas tales como hepatocitos
trinucleados, meganucleos e infiltrado inflamatorio (Cano-Gutiérrez et al., 2012). En
otro estudio donde se encontraron los mismos efectos fue en el reportado por
Cervantes-Valencia et al., 2021, en un periodo de exposicion de 4 y 8 semanas con una
concentracion mayor del metal a la utilizada en este trabajo, la cual fue de (1.4 mg/m’)

V,0Os5 por via inhalada.

De igual modo que el higado, el pulmén se mostrd sin cambios en su morfologia en
todos los grupos respecto al control. Se conoce que como en el higado, en el pulmon
también se producen alteraciones cuando hay exposicion a este metal. Lopez-Valdez et
al., 2020 identific6 cambios morfofisiolégicos en el epitelio pulmonar
(desprendimiento de las células epiteliales, infiltrado inflamatorio en el espacio alveolar
e hiperplasia epitelial bronquiolar) originados por la inhalacion de V;0Os a dos
concentraciones (1.56 mg/m’ y 2.57 mg/m’) en exposicion de 4 y 8 semanas

respectivamente.
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Los hallazgos encontrados en este experimento demostraron que la toxicidad efectuada
por el V en estos 6rganos no logra manifestarse como alteraciones morfoldgicas en un
periodo corto (una semana) ya que el dafo incrementa con respecto al tiempo de
exposicion como lo han demostrado otros estudios (Li et al., 2013). Esto concuerda con
lo reportado por Avila- Acosta y colaboradores, 2004 donde se observo pérdida de
espinas dendriticas de neuronas espinosas, la cual incrementaba con el tiempo de
exposicion en el modelo de inhalacion de V a concentracion de (2.57 mg/m’) en un
periodo de 1 a 8 semanas, en donde a la primera semana no se observaron cambios

respecto al control (Avila- Acosta et al., 2004).

En los grupos Uretano, tampoco se encontraron alteraciones morfologicas respecto al
control. Esto coincide con lo reportado por Redente y colaboradores, 2007 donde
encontraron los primeros dafios en pulmones producidos por uretano en ratones A/J
a las tres semanas posteriores a la inyeccion ip del carcindgeno, las lesiones tempranas
producidas por uretano aparecen en los pulmones a las tres semanas y progresan a
lesiones macroscopicas a las nueve semanas (Redente et al., 2007). Respecto al higado,
Altavilla y colaboradores, 2004 encontraron lesiones en este organo a los 90 dias
posteriores a la administracion de uretano en ratones transgénicos (Altavilla et al.,
2004), por lo que a la primera semana no se pueden observar estos cambios como se

llevo a cabo en el presente protocolo.

En cuanto al andlisis de la expresion de CYP2EI, los resultados mostraron que la
expresion de esta enzima en higado se expresa de manera constitutiva en el grupo
control ya que el higado es el principal ¢érgano metabolizador que expresa grandes
cantidades de CYP2E1 (Zhu et al,.2022). Respecto al grupo de exposicién a V, se
encontré aumento de la enzima, no hay reportes en los que se evalué el efecto directo
de CYP2E1 por V; sin embargo, hay otros metales que producen el mismo efecto como
lo es el Cadmio (Cd). Por ejemplo, Jiaxin y colaboradores, 2020 reportaron el
incremento en los niveles de ARNm de CYP450 originadas por la exposicion a Cd
debido a que este metal incremento la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno

(ERO) que llevo al aumento de los citocromos (Jiaxin et al., 2020).

El término ERO se refiere al grupo de moléculas que contienen oxigeno con diferente
reactividad quimica. Se les considera como metabolitos del oxigeno parcialmente
reducidos que poseen una fuerte capacidad oxidante, aunque dicha capacidad varia

entre las diferentes especies (Mittal et al., 2014). Esto podria explicar porque el V
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aumento también la expresion de CYP2E1 en este modelo, ya que el V al igual que el
Cd es un metal prooxidante, por lo que puede inducir la generaciéon de ERO mediante

la reaccion de Fenton (Cano-Gutiérrez et al., 2012) y asi elevar la expresién de CYP2E].

En los grupos de higado en los que la exposicién a V fue combinada con la exposicion
al carcinodgeno, los resultados son semejantes a otros estudios. En el grupo V/Uretano
24 h no se encontré modificacion en la expresion de esta enzima respecto al grupo V,
esto es similar a lo encontrado en otros trabajos en los cuales se lleva a cabo la
exposicion combinada de algin compuesto de V con un carcinégeno, Kanna y
colaboradores, 2003 no reportaron diferencias de CYP450 en el grupo DMH/V
respecto al grupo V en un modelo de carcinogénesis de colon en rata inducida por
dimetilhidrazina (Kanna et al., 2003). Se requieren mas estudios para explicar estos
hallazgos. El segundo grupo combinado Uretano 96 h/V mostré aumento de la
expresion de CYP2E1 respecto al grupo Uretano 96 h, esto podria deberse a que a las
96 h la expresién de la enzima se encuentra escasa, pero en combinacién con el V, este

metal pudiera estar incrementando la expresion del citocromo por la produccion de

ERO.

Respecto a los grupos Uretano 24 h y Uretano 96 h se encontré aumento de la enzima
en el grupo Uretano 24 h y la disminucion de esta en el grupo Uretano 96 h, esto
debido a que la vida media del uretano en ratén es de 24 h (Hoffler et al., 2003), por
lo que a las 24 h este citocromo estd en un nivel de expresion alto mientras que a las 96

h ya se ha metabolizado mas del 90 % del carcindgeno.

En cuanto al pulmén se encontré una expresion menor de CYP2E1 en el grupo control
en comparacién con el higado, lo cual se puede explicar por la diferencia en la
distribucion y expresion basal diferencial en los distintos ¢rganos de los ratones. En el
estudio de Renaud y colaboradores, 2011 se compard la distribucion tisular de
diferentes isoformas de CYP450 en ratones C57BL/6 y se encontr6é que la isoforma
CYP2E1 es mayormente expresada en el higado a diferencia del pulmon, ademas de
que las hembras poseen 7 % mas de ARNm de este gen en el higado en comparacion
con los machos. El higado, el intestino y el rifdn son los principales 6rganos implicados
en la absorcion, metabolismo y excrecion de compuestos exdgenos (Renaud et al.,
2011); por lo tanto, no es sorprendente que la mayoria de las enzimas CYP se expresen

principalmente en estos 6rganos en contraste con el pulmon, donde se expresan niveles
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bajos de CYP2E1 encontrados en el epitelio bronquiolar, lo que ayuda a entender lo

encontrado en este estudio.

En el pulmon, en el grupo V la expresion de CYP2E1 permanecio sin cambios a
diferencia de lo encontrado en higado. Esto pudiera deberse a las defensas
antioxidantes que presenta este 6rgano contra los xenobioticos como lo es el V, el
pulmén al estar altamente expuesto a agentes oxidantes posee una respuesta
antioxidante mayor, en comparacién con el higado (Ramirez et al., 2007). Tanto el
pulmoén como el higado presentan mecanismos de defensa antioxidante como lo es el
sistema glutation (GSH), catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), las cuales
participan en la reduccion y detoxificacion de ERO (Ramirez et al., 2007; Conde de la
Rosa et al., 2008; Bonola et al., 2014). Una diferencia presentada en el pulmon se debe
a que en la region de los bronquiolos se encuentra presente la célula club que como ya
se menciond anteriormente secreta la proteina CC16, la cual se ha identificado que,
bajo estimulos negativos, como la exposicion a sustancias toxicas prooxidantes
como lo es el V, presenta hiperproducciéon e hipersecrecion (Xiao et al., 2007,
2013), teniendo efectos antioxidantes (Pilon et al., 2016) por lo cual el V no aumenta

la expresion de CYP2E1 gracias al efecto antioxidante de estas células en conjunto con

el sistema de moléculas antioxidantes (GSH, CAT y SOD).

Al igual que en los grupos de uretano presentados en el higado, en el pulmén también
se observo disminucion de CYP2EI en el grupo Uretano 96 h en comparacion con el
grupo Uretano 24 h donde la expresion de CYP2E1 incremento y de igual manera se
debe a que este compuesto quimico ya ha sido metabolizado casi por completo del
organismo a las 96 h por lo cual ya solo se expresa poco. Aunque en comparacion con
el grupo control CYP2E1 aumenta en el grupo Uretano 96 h, caso que en higado no se
observd, esto podria explicarse por la via de administracion del carcindgeno, en este
experimento la aplicacion del uretano fue por via ip, esta resulta ser la mas utilizada en
ratones por ser menos dolorosa que otras vias de administracién y ademas también
permite una absorcion mas rapida del compuesto (Caturinia et al., 2019), por esta via
el carcindgeno llega primero al higado y posterior a ello se distribuye a los demas
organos, llegando después al pulmén por lo que se metaboliza mas tarde en este ¢rgano,

es por ello que se observa el aumento de esta enzima en este grupo.
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Por otro lado, una diferencia importante observada en pulmon es la que se presentd en
los grupos combinados Vanadio/Uretano 24 h y Uretano 96h/Vanadio, donde la
expresion del citocromo aumento en este ultimo. La disminucion de la enzima en el
grupo Vanadio/Uretano 24 h en comparacién con la encontrada en el grupo Uretano
96 h/Vanadio pudiera deberse también al efecto antioxidante de las células club frente
al V y a su vez también debido a que la cantidad de uretano que llega al pulmon es
minima debido a que primero llega al higado por la inyeccion ip del carcindgeno, por
lo que la poca marca de CYP2E1 pudiese no ser detectada por la inmunohistoquimica

teniendo baja expresion.

Una vez ya explicado que funcion pudiera tener este metal en relacion con la
modulacion de CYP2E1 en este modelo un punto que destacar y que pudiera explicar
lo reportado por Lopez-Valdez et al.,, 2021 es ;Qué papel desempenia el V en la
modulacion de CYP450 en distintos modelos de anticarcinogénesis! Las CYP450
ejercen un papel crucial en el desarrollo y la progresion del cancer, la diabetes, las
enfermedades cardiacas y la enfermedad de Parkinson (Gangadhariah et al., 2017; Shan
et al.,, 2021). Se sabe que CYP2E1 es la principal enzima que metaboliza una serie de
compuestos de bajo peso molecular entre los que destaca, el etanol, acetaminofén,

benceno y tetracloruro de carbono, ademas de procarcindgenos como las nitrosaminas

y uretano (Couto et al., 2019; Zhang et al., 2016; Hukkanen et al., 2002).

En el estudio de Lopez-Valdez et al., 2021 se utilizd un modelo de inhalacion de V,0s
a concentracion de 1.56 mg/m’ para producir adenomas pulmonares a ratones macho
por induccién quimica de uretano en una exposicion de 8 semanas. Los hallazgos
encontrados fueron que en el grupo Uretano/Vanadio se presento la disminucién en
el tamafo y en el numero de adenomas que los observados en el grupo uretano, ademas
de mayor indice apoptosis de las células neoplasicas que en las tratadas con el

carcinogeno.

Esto podria explicarse con lo encontrado en el presente trabajo de tesis en el mismo
grupo Uretano 96 h/V (en ambos protocolos de este mismo grupo se aplicd primero
uretano por via ip y posterior a ello las inhalaciones de V) donde se pudo observar que
CYP2E1 aumentd con la combinacion de ambos compuestos. El V podria haber
inducido el incremento en la expresion de CYP2E1 debido a la elevacion de ERO que

en combinacion con la alta produccién de CYPE1 inducida por el uretano potencia la
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sobreexpresion de la enzima por lo que en conjunto modificaron la expresion de esta

enzima a niveles altos.

El incremento en la expresion de CYP2E1 podria contribuir al efecto antineoplasico de
este metal puesto que en el modelo in vitro e in vivo de carcinoma hepatocelular realizado
por Zhu y colaboradores, 2022 se encontrd que la disminucion de esta enzima influia
en el didmetro tumoral, invasion vascular, diferenciacion deficiente y tiempo de
supervivencia del paciente mas corto que el modelo que poseia la expresion mas alta de

este citocromo donde se observd a los tumores significativamente mds pequenos y

livianos (Zhu et al., 2022).

Varios informes han propuesto que la sobreexpresion de CYP2E1 es citotdxica para las
células tumorales inhibiendo la rapida proliferacion celular (Wu et al.,1999) por lo que
un nivel reducido de CYP2E1 podria colocar a las células tumorales en una ventaja y
favorecer la progresion de neoplasias. La generacion de ERO es un proceso normal en
el ciclo de vida celular; sin embargo, cuando se observa aumento en la produccion de
ERO se puede alterar el metabolismo celular y su regulacion, asi como dano de las
estructuras celulares que conduce al estrés oxidante (Cano-Gutiérrez et al., 2012). De
igual modo ya se ha mencionado que tanto CYP2E1 como el V son prooxidantes (Caro
et al., 2004; Cano-Gutiérrez et al., 2012). El estrés oxidante originado por el Vy a su
vez por la activacion del citocromo CYP2ET1 estaria induciendo la muerte celular de las
células cancerigenas en el pulmén ya que las células cancerosas producen niveles mads
altos de ERO que las células normales debido al aumento del estrés metabdlico y la
capacidad proliferativa que poseen (Trachootham et al., 2006), pudiendo asi explicarse

lo encontrado por Lopez-Valdez et al., 2021.
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9. Conclusiones

Los resultados obtenidos del efecto de la inhalacion de V,Os sobre la expresion de
CYP2E1 en el modelo de carcinogénesis inducida por uretano, permite concluir lo

siguiente:

v El V,05 modifico la expresion de CYP2E1 en el modelo de adenomas
pulmonares inducidos por uretano, de manera diferencial entre higado y

pulmon.

v La diferencia en la expresiéon de CYP2E1 observada en ambos 6rganos
dada por la inhalacion de V;0sdepende en parte de las defensas
antioxidantes que poseen y también de la via de administracion del

carcinogeno.

v En pulmoén se presentd una variacion del citocromo en los grupos
combinados Vanadio/Uretano 24 h y Uretano 96 h/V lo que indica que el
tiempo en el que se administra cada compuesto si hace una diferencia en la
modificacion de la expresion del CYP2EL.

Los resultados de este estudio demuestran que el V,Os tiene un papel importante en

la modificaciéon de la expresion de CYP2E1l encargado de la bioactivacion del

uretano, lo que puede estar relacionado con el potencial antineoplasico del metal.
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10. Perspectivas

En el modelo de adenomas pulmonares inducidos por uretano:

o Analizar el efecto anticarcindgeno del V en la disminucién de neoplasias
y apoptosis de las células cancerigenas en el grupo V/Uretano respecto al
grupo Uretano/V.

En el modelo de carcinogénesis inducida por uretano:

o Medir la expresion de CYP2E1 por Western Blot en el pulmén de ratones
expuestos a V.

o Analizar las diferencias por sexo sobre la expresion de CYP2EI en el
pulmon de ratones expuestos a la inhalacion de V.

e Analizar el efecto de la inhalacion de V en el desarrollo de hepatomas.

o Observar el efecto de la administracion oral de V en la expresion de

CYP2E1 en el modelo.
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12. Anexos

Anexo de soluciones

e Solucion salina fisiologica 0.9 % pH 7.4

NaCl 9¢
HzOz IOOO mL
e Paraformaldehido 4% pH 7.4
Solucion A
Paraformaldehido 40 g
HzOz 500 mL
Preparar la solucion en la campana.
Solucion B
NaH2PO4 2.28 g
NazHPO4 11.5 g
NaCl 0.6 ¢
H,O;, 500 mL

Mezclar la solucion A y B y ajustar el pH.

e Solucion amortiguadora de fosfato salina (PBS) 10X pH 7.4

NaCl 80 ¢
KCl lg
Na,HPO,-7H,O 11.5¢
KH2PO4 lg
HyO; 1000 mL
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Solucion amortiguadora de fosfato salina mas Tween (PBST)

PBS pH 7.4 250 mL
Solucion Tween 250 pL
Solucion de recuperacion Diva Decloacker
Solucién Diva Decloacker 10X 4 mL
H.O, 36 mL
Solucion de inhibicion de la peroxidasa endogena
Peroxido de hidrogeno 30 % 3mL
HzOz 100 mL
Solucion de bloqueo con albiimina al 2.5 %
Albuimina 25¢g
PBST pH 7.4 100 mL
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